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Die Entwicklung von Tieren beginnt mit einer einzigen Zelle, die sich teilt; die neuen Zellen 
differenzieren zu hochspezifischen Geweben, Organen und Gliedern, und der kleine, aber 
funktionstuchtige Organismus erreicht irgendwann seine volle G r o k .  Wahrend dieser Ent- 
wicklung durchlaufen auch die extrazellularen Matrices (ECM), d. h. komplexe makromoleku- 
lare Netzwerke, drastische Veranderungen. Matrixtransformationen steuern mitunter die vie1 
besser untersuchten Anderungen von Anzahl und Typus der differenzierenden Zellen. ECM- 
Netzwerke werden meist enzymatisch zu Oligopeptiden abgebaut und danach neu synthetisiert 
(umgestaltet), wobei sich unlosliche und nicht diffundierende makromolekulare Strukturen 
bilden, die vielzelligen Systemen ihre Form verleihen. Reife ECM wie Haut, Sehnen, Knorpel 
und BlutgefXk geben Organen und Geweben Steifheit und Stabilitlt. Eine Umgestaltung der 
ECM tritt wahrend der Wundheilung auch in erwachsenen Organismen auf. Der Einsatz von 
synthetischen ECM-Analoga kann helfen, die Bedeutung der ECM fur die Entwicklung oder 
Wundheilung zu verstehen. Es wurden einfache chemische Analoga synthetisiert, von denen 
einige eine bemerkenswerte biologische Aktivitat aufweisen, darunter eins, das die partielle 
Regeneration der Haut sowohl bei erwachsenen Meerschweinchen als auch beim Menschen 
induziert. Mit einem ahnlichen ECM-Analogon wurden auch periphere Nerven regeneriert. 
Derartige verletzte Hautpartien und Nerven regenerieren sich bei WirbeItieren nicht spontan. 
Verfahren zur Herstellung der ECM-Analoga mit maI3geschneiderten physikalisch-chemi- 
schen Eigenschaften wie Geschwindigkeit des enzymatischen Abbaus nach Implantation, 
Porenstruktur und Grad der Collagenkristallinitat werden in diesem Aufsatz zusammenge- 
faDt. ECM-Analoga zeigen vollig neue Wege bei der Behandlung von ernsten Organfehlfunk- 
tionen und Organverlust. Ein ECM-Analogon 1st bereits die Basis einer klinischen Behandlung 
von Patienten mit starken Brandverletzungen. Eine Interpretation der Ergebnisse fuhrt zu 
einer Hypothese uber die Natur der ECM wahrend der Entwicklung. Da biologische Aktivitat 
nur dann beobachtet wird, wenn die physikalisch-chemischen Parameter innerhalb enger 
Grenzen liegen, konnte man die ECM als einen unloslichen Wachstumsfaktor beschreiben, der 
fur die Synthese von Gewebe spezifisch ist. Moglicherweise benotigt jedes Gewebe zur Ent- 
wicklung eine eigene ECM. 

1. Einleitung 

Die meisten Gewebe bestehen aus Zellen und einer groJ3- 
tenteils unloslichen, nicht diffundierenden extrazellularen 
Matrix (ECM). Vielzelligen Systemen verleiht die ECM Steif- 
heit und Formstabilitat. Obwohl Zusammensetzung und 
Struktur der ECM von Gewebe zu Gewebe variieren, sind 
diese Matrices doch typischerweise stark hydratisierte ma- 
kromolekulare Netzwerke, die zu wechselnden Anteilen aus 
Glycoproteinen wie Collagen, Elastin, Fibronectin, Laminin 
und Chondronectin bestehen sowie aus Glycosaminoglyca- 
nen (GAG) einschliel3lich Hyaluronsiure, Chondroitin-6- 
sulfat, Dermatansulfat und Heparansulfat. GAGS kommen 
gewohnlich als Polysaccharidketten vor, die kovalent an ei- 
nen Proteinkern gebunden sind (Proteoglycan). Die makro- 
molekularen Komponenten der ECM werden in den Zellen 
synthetisiert und dann in den Extrazellularraum sekretiert, 
wo weitere physikalisch-chemische Modifikationen wie Kri- 
stallisation und kovalente Vernetzung von makromolekula- 
ren Ketten stattfinden1's2I. 
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Die ECM zwischen zwei Zellschichten verschiedenen Ur- 
sprungs wird haufig Basallamina oder Basalmembran ge- 
nannt; sie 1st in Abbildung l ['-'I dargestellt. Die Basal- 
lamina mu0 eine bedeutende Rolle wahrend der Organisa- 
tion von Zellen zu funktionellen Einheiten (Morphogenese) 
spielen, da ihre Entfernung durch selektiven enzymatischen 
Abbau in Modellen die Morphogenese vollstandig unter- 
driicktl3]. Wahrend des ganzen Lebens, aber besonders wah- 
rend der Entwicklung, wird die Basallamina wahrend der 
Gewebeumgestaltung abgebaut, resynthetisiert und weiter 
abgebaut. Die Umgestaltung der Basallamina ist auch wah- 
rend der Wundheilung ein sehr aktiver Pr0zeO[~1. An all die- 
sen Vorgangen sind enge und wahrscheinlich iterative Wech- 
selwirkungen zwischen Zellen und Matrix beteiligt. Diese 
spezifischen Wechselwirkungen werden derzeit intensiv un- 
tersucht". 28 51. Trotz wichtiger neuer Erkenntnisse sind die 
genauen molekularen Mechanismen, die den kritischen Zell- 
Matrix- oder Zell-Zell-Wechselwirkungen wahrend der Ent- 
wicklung zugrundeliegen, immer noch unbekanntI3* '1, was 
teilweise daran liegt, da13 keine gut definierten, biologisch 
aktiven Matrices fur Untersuchungen zur Verfugung ste- 
hen ['I. 

Chemische Analoga der ECM bieten einen neuen Ansatz, 
um die komplexen Vorgange wahrend der Entwicklung zu 
verstehen. Die bisher synthetisierten Analoga sind Pfropfco- 
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Abb. 1 .  Dieser xhematische Schnitt durch die Haut e i g t  die Lage der Basal- 
membran zwischen der zellullren Epidermis und der groDtenteils nicht zellull- 
ren Dermis. Die Basalmembran ist eine extrazellullre Matrix. die typischer- 
weise an der Grenzfllche zwischen verxhiedenen Geweben vorkommt. Der 
Terminus Basalmembran wird oft gleichbedeutend mi1 Basallamina benutzt; 
manche Autoren unterscheiden jedoch zwischen beiden Ausdriicken und be- 
xhreiben damit eine griikre bzw. kleinere Aniahl von Schichten der GrenzWi- 
chenmatrix (nach [97]). 

polymere aus Collagen und jeweils einem von vielen Glycos- 
aminoglycanen; sie sind sehr einfache Modelle der chemisch 
komplexen ECMs. Dennoch wurden durch sorgfdtige Steu- 
erung der Vernetzungsdichte hochmolekulare Netzwerke 
hergestellt, die unter dem Einflul3 von Gewebeenzymen in 
einem Zeitraum von Tagen bis Wochen abgebaut werden. 
Die Lebensdauer der ECM wlhrend der Entwicklung und 
der Wundheilung kann beliebig eingestellt werden, so dal3 
man ihre Auswirkung auf Zell-Matrix- und Zell-Zell-Wech- 
selwirkungen untersuchen kann. Ferner konnen Gele rnit 
sehr unterschiedlicher Hydratation und spezifischer Oberfla- 
che durch Steuerung des Porenvolumens und des durch- 
schnittlichen Porendurchmessers hergestellt werden. Da be- 
stimmte Zelltypen sehr eng mit der Oberfliche dieser ECM- 
Analoga wechselwirken, bietet sich die Gelegenheit. Systeme 
zu untersuchen, in denen die Dichte der rnit der Matrix in 
Wechselwirkung stehenden Zellen stark variiert. 

Der Hauptbestandteil der chemischen Analoga der ECM 
ist Collagen, ein Faserprotein, das etwa ein Drittel des Ge- 
samtproteins in Wirbeltieren ausmacht. Die ungewohnliche 
Aminoslurezusammensetzung und ein charakteristisches 
Rontgenbeugungsmuster unterscheiden Collagen deutlich 
von anderen GewebebestandteiIen['. 'I. 

Abbildung 2 zeigt die verschiedenen Organisationsebenen 
des Collagens. Collagen kann relativ rein aus Bindegeweben 
wie Rinderhaut und -sehnen extrahiert werden und in ver- 
diinnter Essigsiure oder anderen Losungsmitteln entweder 
in Form von tripelhelicalen Makromolekiilen oder als Parti- 
kelsuspension von natiirlich quervernetzten Aggregaten sol- 
cher Makromolekiile in Losung gebracht werden. Festes 
Collagen erhalt man durch Verdampfen des Losungsmittels 
oder Fallen aus der Losung. Auf diese Weise rekonstituiertes 
Collagen kann zu Membranen (Filmen), Rohren, Fasern 
oder Bandern geformt werden. Collagen ist in Form von 
rekonstituierten Membranen oder Nahtmaterial schon seit 
mindestens 1943 von verschiedenen Arbeitsgruppen implan- 
tiert worden le - ''I; die Wechselwirkung zwischen zufdlig 
rekonstituiertem Collagen und dem Wirtsgewebe ist jedoch 
passiv und fiihrt groBtenteils zum Abbau der Collagentripel- 
helices durch Collagenasen, die von Zellen sekretiert werden, 
die dem Implantat benachbart sind. 

Im Gegensatz zu den zufdlig rekonstituierten Collagenen 
wechselwirken die in diesem Aufsatz behandelten Collagen- 
analoga der ECM hochspezifisch rnit Zellen, die aus dem 
angrenzenden Gewebe in die Implantate einwandern. Der 
Begriff Regenerationstemplat oder einfach Templat wurde 
fur diese biologisch aktiven Formen des Collagens einge- 
fiihrtt131. Template haben die Fahigkeit, eine Geweberegene- 
ration in einer gut definierten Tierverletzung zu induzieren, 
bei der sich das Gewebe nicht spontan regeneriert. Minde- 
stens funf Eigenschaften unterscheiden Template von biolo- 
gisch inaktivem Collagen : die chemischen Zusammenset- 
zung des makromolekularen Netzwerkes (Verhiltnis Colla- 
gen/GAG). die Vernetzungsdichte zwischen den Makromole- 
kiilen, der durchschnittliche Porendurchmesser (1 -1000pm). 
die Collagenfraktion, die in hochkristalliner (gebanderter) 
Form vorliegt. und der Volumenanteil an Wasser. Die ersten 
drei dieser Parameter sind recht griindlich untersucht wor- 
den. Zusltzlich konnen Template vor der Implantation rnit 
Zellen pripariert werden, wodurch ihre biologische .4ktivi- 
tat genausostark beeinflufit wird wie durch physikalisch- 
chemische Manipulationen. 

Gewebe, Organe und Glieder werden bei den einzelnen 
Spezies recht unterschiedlich regeneriert. Amphibien wie 
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Abb. 2. Collagen weist ~ wie auch andere Proteine mehrere strukturelle Ebenen auf. A:  Primarstruktur - die komplette Aminosiuresequenz jeder Polypeptidkette. 
Hier wird die Sequenz des Typ-I-Collagens aus Kalbshaut am N-terminalen Ende des Molekiils (rund 5 %  des gesamten Molekiils) gezeigt. Die Windungen der Ketten 
sind nicht dargestellt. Aminosiurereste, die an der Tripelhelix beteiligt sind. wurden numeriert; der Rest-zu-Rest-Abstand (0.286 nm) ist innerhalb der Tripelhelix 
konstant. Fettgedruckte GroDbuchstaben bedeuten geladene Reste. die in Gruppen auftreten (unterstrichen) (nach [98]). B: Sekundarstruktur -die lokale Faltung einer 
Polypeptidkette durch Wasserstoffbriicken. An der Triplettsequenz Gly-Pro-Hyp wird die Stabilisierung der Tripelhelix des Collagens demonstriert. Die Zahlen geben 
die Atome des Peptidgrundgeriistes an. Die Konformation wird bestimmt von den rronr-Peptidbindungen (3-4.6-7 und 9-1). dem festen Bindungswinkel im Prolinring 
(4-5). der eingeschrinkten Rotation von Prolin hinter die C =0-Gruppe (Bindung 5-6). Wasserstoffbriickenbindungen (Piinktchen) zwixhen dem Wasserstoffatom an 
Position 1 und dem SauerstolXdtom an Positton 6 von benachbarten Ketten und der Hydroxylgruppe des Hydroxyprolins, moglicherweise durch wasservermittelte 
Wasserstoflbriickenbindungen (nach [99]). C: Tertiirstruktur - die globale raumliche Anordnung der Polypeptidketten, die die Anordnung der Sekundarstrukturen 
innerhalb der Einheilen-Substruktur beschreibt. Schematische Zeichnung des Typ-I-Collagens einer 300 nm langen Tripelhelix (nach [lOO]). D: Quartantruktur - die 
supermolekulare Struktur. Eine Einheit (Mikrofibrille) umfaDt fiinf Collagentripelhelices. Mehrere Mikrofibrillen aggregieren sowohl Ende an Ende als auch seitlich 
und bilden Collagenfasern. die im Elektronenmikroskop ein regelmaDiges Bandermuster mit einer Periodenlange von 65 nm zeigen (nach [loll) .  

' 

Salamander und Kaulquappen konnen ein ganzes amputier- die Dermis (die innere Hautschicht) vorhanden ist. Anderer- 
tes Glied regenerieren Im Gegensatz dazu regenerieren seits findet keine spontane Regeneration der Dermis 
sich die meisten Gewebe bei erwachsenen Saugetieren nicht statt"'. "I, sondern es wird nichtphysiologisches Bindege- 
~ p o n t a n [ ' ~ *  l6]. Die Epidermis (die BuDere Hautschicht, vgl. webe synthetisiert (Narbenbildung). Ahnlich regenerieren 
Abb. 1) wird in erwachsenen Saugetieren regeneriert. wenn sich periphere Nerven von Saugern wie der Ischiasnerv der 
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Ratte nicht hinreichend, um 15 mm lange Lucken zwischen 
zwei Stumpfen zu uberbrucken. Statt dessen wird nichtphy- 
siologisches Gewebe (Neuroma) an beiden Stumpfenden 
synthetisiert[”* ’‘I. 

Die hier diskutierten molekularen Matrices beeinflussen 
stark die Kinetik und den Mechanismus der Wundheilung 
bei bestimmten Saugetierspezies und beim Menschen. Eine 
dieser Matrices unterdruckt die Narbenbildung und indu- 
ziert eine nahezu totale Synthese der Dermis von Meer- 
schweinchen und Mensch. Eine ihnliche Matrix induziert 
die Regeneration des Ischiasnervs in der Ratte iiber eine 
Liicke von 15 mm. Beide Male sind es Copolymere, die 
durch chemisches Aufpfropfen von Chondroitin-5-sulfat- 
Ketten auf Collagenfasern hergestellt wurden. Der IUPAC- 
Nomenklatur[2’1 gemaD werden diese Polymere als Colla- 
gen-graf~-chondroitin-6-sulfat-Copolymere bezeichnet oder 
unter dem Oberbegriff Collagen-grafi-glycosaminoglycan- 
Copolymere, kurz CG-Copolymere, zusammengefal3t. Da 
die biologische Aktivitlt von ihrer Ultrastruktur abhangt, 
werden wir den Begriff Copolymer-Matrix benutzen, um das 
porose, hydratisierte, unlosliche Gel zu beschreiben, das 
durch die Bearbeitung des Copolymers entsteht. Der Begriff 
Implantat bezeichnet das sterile Material, das man in die 
Wunde bringt. 

In diesem Aufsatz sollen die Zusammenhlnge zwischen 
physikalisch-chemischen Eigenschaften von CG-Copoly- 
mer-Matrices und den Ergebnissen der biologischen Assays, 
soweit sie die Regeneration direkt oder indirekt betreffen, 
dargelegt werden. Es wird gezeigt, daD nur sehr wenige 
Copolymer-Matrices mit eng definierter Struktur bei der 
Morphogenese aktive AnalOgd der ECM sind. Einige Impli- 
kationen solcher Analoga fur die Untersuchung von Ent- 
wicklungsvorgiingen und die experimentelle Behandlung 
von Gewebeverlusten werden kurz besprochen. 

2. Synthese von Collagen-GAG-Pfropfcoplymeren 

Regenerationstemplate basieren auf Collagen-GAG-Co- 
polymeren. Glycosaminoglycane, die auf Collagen aufge- 
pfropft wurden, schliekn Chondroitin-6-sulfat, Chondro- 
itin-4-sulfat. Heparansulfat, Heparin, Dermatansulfat und 
Kaatansulfat ein[”. 2 2 ] .  Von diesen wurde Chondroitin-6- 
sulfat am umfassendsten untersucht, und die hier prisentier- 
ten Daten beziehen sich auf Collagen-graff-chondroitin-6- 
sulfat-Copolymere. Es gibt aber keinen Hinweis darauf, daD 
nur dieser Typ biologisch aktiv ist - vielmehr wurden dieses 
GAG und Typ-I-Collagen aus Rinderhaut in den friihen 
siebziger Jahren, als die Copolymere zuerst synthetisiert 
wurden, ausgewahlt, weil sie in ausreichenden Mengen er- 
haltlich waren[”], 

Die Basallamina, jene ECM, deren biologische Aktivitat 
durch Collagen-GAG-Template imitiert wird, besteht haupt- 
sachlich aus den folgenden makromolekularen Komponen- 
ten[23-271. . a) aus Collagen-Typ-IV mit seiner einzigartigen 
Aminosiurezusammensetzung, einer hochflexiblen makro- 
molekularen Verbindung mit nur geringem Tripelhelixanteil 
und einer Ultrastruktur, die nicht aus collagentypischen 
Fibrillen besteht, sondern an ein fadenformiges offenes 
Netzwerk oder eine Leiter erinnert[24.25.271, b) aus den Gly- 
coproteinen Laminin, Entactin und Fibronectin und c) aus 

Heparansulfat, einem GAG, das Teil eines Proteoglycans 
isttZ4* 261. Zukiinftige Untersuchungen yon Entwicklungs- 
prozessen konnten von der Synthese chemischer Analoga der 
Basalmembran ausgehen, die in der Zusammensetzung die- 
sem spezialisierten Gewebe sehr ahneln. 

Es hat sich gezeigt, daB die chemisch weit einfacheren 
Collagen-GAG-Copolymere eine deutliche und anscheinend 
beispiellose Regeneration von Dermis und peripheren Ner- 
ven induzieren. Die Wahl dieses einfachen, wenn auch sehr 
groben Modells fur die natiirlich vorkommende ECM er- 
moglichte es, sich den physikalischen Aspekten der Matrix- 
struktur zuzuwenden. Besonders die Porenstruktur, die 
Struktur des makromolekularen Netzwerks und die kristalli- 
nen Anteile wurden variiert und als essentiell fur die beob- 
achtete biologische Aktivitit der Template erkannt. 

GAG-Ketten werden auf Collagen aufgepfropft. indem 
ein Coprazipitat von Collagen und GAG unter Bedingungen 
behandelt wird, die die Bildung von kovalenten Bindungen 
zwischen zwei Makromolekulen begiinstigen. Zur Coprazi- 
pitation sind Sulfatgruppen am GAG erforderlich (Hyalu- 
ronsaure ist daher ungeeignet) sowie ein saurer pH-Wert 1281. 

Die in wiihiger Essigsaure gebildeten Prazipitate losen sich 
jedoch schnell, wenn sich der pH-Wert dem Neutralpunkt 
nahert lZ’l, da sie aus ionischen Komplexen bestehen, die 
durch Wechselwirkung zwischen den anionischen Gruppen 
des GAGS und den im Sauren positiv geladenen Aminogrup- 
pen des Collagens gebildet werdenl” - 301. 

Collagen-GAG-Coprazipitate konnen ohne chemische 
Vernetzungsagentien einfach durch drastische Dehydrata- 
tion unloslich gemacht werden, da Collagen bei einem Rest- 
wassergehalt von unter 1 Gew.-% unloslich wird; Gelatine, 
d. h. vollkommen arnorphes Collagen, wird auch erst durch 
drastische Dehydratation unloslich[3’. 321. Die Art der Ver- 
netzung kann aus friiheren unabhangigen Untersuchungen 
von chemisch modifizierten Gelatinen gefolgert werden. 
Gelatine, die entweder durch Veresterung der Carboxylgrup- 
pen, der Aspartyl-/Glutamylreste oder durch Acetylierung 
der E-Aminogruppen der Lysylreste modifiziert wird, bleibt 
in waDrigen Losungsmitteln Ioslich, nachdem sie als Fest- 
stoff hohen Ternperaturen ausgesetzt worden ist, wahrend 
nicht modifizierte Gelatine ihre Loslichkeit verliert 1331.  Die 
Unloslichkeit von Collagen und Gelatine nach griindlicher 
Dehydratation wurde als das Ergebnis einer drastischen Ent- 
fernung des waI3rigen Produkts einer Kondensation verstan- 
den, die zur Bildung von Amidbindungen zwischen den Ket- 
ten fiihrt r3 ‘I. Der vorgeschlagene Mechanismus stimmt mit 
den durch Titration gewonnenen Ergebnissen iiberein : Die 
Zahl der freien Carboxyl- und Aminogruppen im Collagen 
reduziert sich nach Behandlung rnit hohen Temperaturen 
signifikant[34* 351. 

Eine Dehydratation bis zu einer Vernetzungsdichte von 
iiber 10- ’ mol Vernetzungsstellen/g trockener Gelatine, das 
einem durchschnittlichen Molekulargewicht M ,  zwischen 
den Vernetzungsstellen von etwa 70 kDa entspricht, laDt sich 
innerhalb von Stunden durch Temperatwen > 105°C bei 
Normaldruck erreichen [361. Die Moglichkeit, daD die Ver- 
netzung unter diesen Umstanden durch eine pyrolytische 
Reaktion verursacht wird, konnte aufgrund kalorimetri- 
scher Daten ausgeschlossen ~ e r d e n [ ~ ~ ] .  Ferner zeigten chro- 
matographische Daten, daD die Aminosaurezusammenset- 
zung des Collagens auch nach einer mehrtagigen Behand- 
lung bei 105 “C unverandert bIeibt[38.391. Gelatine kann 
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sogar bei 25°C vernetzt werden, vorausgesetzt, daB man 
durch geniigend starkes Vakuum die Feuchtigkeit wirksam 
entfernt, wodurch die Reaktion forciert wirdI3']. 

Ab 37 "C schmilzt bekanntlich die Tripelhelixstruktur von 
hoch hydratisiertem Collagen r e ~ e r s i b e l [ ~ ~ ] .  Der Schmelz- 
punkt steigt mit dem Collagen-Losungsmittel-Verhaltnis 
von 37 "C (Ubergang von der Tripelhelix- zur Einfachstrang- 
form bei einer unendlich verdiinnten Losung) uber ca. 120 "C 
(Collagen rnit 20 Gew.-Yo Losungsmittel[401) bis auf ca. 
210 "C (Schmelzpunkt fur nicht hydratisiertes C0llagenI~~1). 
Es ist daher moglich, Collagen durch die oben beschriebenen 
Dehydratationsverfahren querzuvernetzen, ohne die Tripel- 
helixstruktur zu verandern. Man muB nur den Feuchtig- 
keitsgehalt des Collagens auf ein hinreichend niedriges 
Niveau bringen, damit das Schmelzen vor dem Einsatz der 
fur die rapide Dehydratation notigen hohen Temperaturen 
verhindert wird. Die Erhaltung der Tripelhelixstruktur von 
festem, nicht hydratisiertem Collagen, das Iangere Zeit 
105 "C ausgesetzt war, wurde durch Weitwinkel-Rontgen- 
beugung, IR-Spektroskopie und Messung der Bestandteile 
des optisch aktiven Tensors be~tat igt '~ ' .  381. 

Durch diese einfache, selbstvernetzende Behandlung kon- 
nen auch GAG-Ketten rnit Collagenen vernetzt werden14 *I. 

Abbildung 3 zeigt die Kinetik dieser Reaktion. Wahrschein- 
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Abb. 3. Kinetik der Quervernetzung von Chondroitin-6-sulfat, einem Glycos- 
aminoglycan. mi1 Collagen nach Erwarmung auf 105 "C bei 6.7 Pa (50 mtorr). 
Das Netzwerk entsteht hbchstwahrscheinlich durch eine Amrdkondensation 
zwischen den Ketten. an der die &-Aminogruppen der Lysylreste der Collagen- 
ketten und die Carboxygruppen der Glucuronslurereste in benachbarten 
GAG-Ketten beteiligt sind (nach [41]). 

Iich kondensieren die Aminogruppen des Collagens rnit den 
Carboxygruppen der Glucuronsaurereste in den Wiederho- 
lungseinheiten des Chondroitin-6-sulfats, eines alternieren- 
den Copolymers aus D-Glucuronsaure und einem O-Sulfat- 
derivat von N-Acetyl-D-Galactosarnin (Schema 1)[281. 

Schema 1. Natriumchondroitin-6-sulfat 

Durch Dehydratation werden 40 YO des ursprunglich 
mitgefillten GAGS rnit Collagen vernetzt. Mindestens 
10 Gew.-% GAG (bezogen auf trockenes Copolymer) kon- 

nen kovalent an Collagen gebunden werden, und M, kann 
von 2.5-25 kDa variiert werden1411. Als Beweis fur die Bil- 
dung eines makroskopischen Netzwerkes dient der Befund, 
daB es unmoglich ist, GAG aus dem Produkt unter Bedin- 
gungen (Temperatur, Ionenstarke) zu extrahieren, unter 
denen GAG schnell und quantitativ vom Coprazipitat ge- 
trennt werden k a n t ~ [ ~ ' ~ .  Andere Beweise fur die kovalente 
Vernetzung sind die Gleichgewichtszugkraft des Netzwerkes 
unter Bedingungen, bei denen es sich als ideales Gummi 
verhalt, und das Gleichgewichtsquellungsverhalten (siehe 
unten) I4 '1. 

Schon seit langem sind Dialdehyde (hauptsachlich Glutar- 
aldehyd) in der Lederindustrie als wirksame G e r b ~ t o f f e ~ ~ ' . ~ ~ ~  
und bei Histologen als niitzliche Fixative bekannt [441. Beide 
Anwendungen basieren auf der Reaktion zwischen dem Di- 
aldehyd und den E-Aminogruppen der Lysylreste im Protein, 
wodurch Quervernetzungen entstehen145-471 . Di eNaturder  
Vernetzung ist umstritten, hauptsachlich wegen des komple- 
xen, anscheinend polymeren Charakters des Glutaralde- 
hyds. Einiges spricht fur die vorgeschlagene Anabilysinstruk- 
tur aus zwei Lysinseitenketten und zwei Molekiilen Glutaral- 
dehyd (Schema 2)14']. Es gibt jedoch auch Hinweise auf 

H0,C-(H,N)HC-(H,C),-N 2 
Schema 2. 

andere Mechanismen14*1. Im Vergleich zu anderen Aldehy- 
den envies sich Glutaraldehyd als besonders wirksames Ver- 
n e t z u n g ~ m i t t e l [ ~ ~ *  431 - beispielsweise bewirkt es ein niedri- 
ges durchschnittliches Molekulargewicht M ,  zwischen den 
VernetzungssteIIen 14'1. 

Durch Variation der M,-Werte erhalt man Implantate, die 
je nach Bedarf innerhalb weniger Tage oder mehrerer Wo- 
chen aus dqm Gewebe enzymatisch vollstandig abgebaut 
werden. Solche experimentelle Flexibilitat ist notig, um her- 
auszutinden, o b  eine Schwellenabbaugeschwindigkeit exi- 
stiert, unterhalb derer das Implantat biologische Aktivitat 
zeigt. Ein Scannen ist besonders dann niitzlich, wenn z. B. 
Wunden einer neuen Tierspezies oder eine Wunde an einer 
neuen Gewebeart bei einer gegebenen Spezies untersucht 
werden sollen. 

Wird Collagen-GAG-Coprazipitat zu waDrigem Glutaral- 
dehyd in einem neutralen Medium gegeben, so wird der 
ionische makromolekulare Komplex destabilisiert, und die 
Ausbeute an Pfropfcopolymer ist dementsprechend ge- 

Diesen Befund erhalt man auch, wenn die Ionen- 
starke des waBrigen Mediums ca. 0.25 M iibers~hreitet[~'I. 
Bis zu 3 Gew.-% GAG (bezogen auf trockenes Copolymer) 
konnen bei pH 3 und physiologischen Ionenstarken (0.15 M) 
inkorporiert werden. Durch Variation der Collagenquelle, 
der Glutaraldehydkonzentration und der Reaktionszeit kon- 
nen Netzwerke mit M,-Werten zwischen 5 und 40 kDa her- 
gestellt werden 14']. 

Wahrend der Mechanismus der Reaktion zwischen Glu- 
taraldehyd und Collagen bei neutralem pH-Wert zum Teil 
aufgeklart wurde, ist die Reaktion im sauren Medium noch 
nicht detailliert untersucht worden. Kovalente Bindungen 
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spielen zweifelsfrei eine Rolle, da  Gelatinefilme aus Colla- 
gen, das vorher rnit Glutaraldehyd umgesetzt wurde, eine 
fast unbegrenzte Gleichgewichtskraft aushalten, wenn sie in 
1 M NaC1-Losungbei 70°C gedehnt ~ e r d e n ~ ~ ' . ~ ~ ] ;  im Gegen- 
satz dazu lost sich Gclatine aus unbehandeltem Collagen 
sehr leicht im heitien Medium. Ahnlich wenig ist dariiber 
bekannt, auf welche Weise GAG-Ketten nach Behandlung 
des Coprazipitats rnit Glutaraldehyd an Collagen gebunden 
werden. Ein Gelatine-GAG-Komplex aus einem Collagen- 
GAG-Copriizipitat, das rnit Glutaraldehyd in waDriger, sau- 
rer Losung behandelt wurde, widersteht einer Elution des 
gebundenen GAGS unter Bedingungen (3 h Immersion in 
1 M NaCl bei 70"C), bei denen sich unbehandelte Gelatine 
von gebundenem GAG innerhalb von Sekunden trennt '"'. 
DaU rnit Glutaraldehyd behandelte Collagen-GAG-Copra- 
zipitate als kovalent verbundene Netzwerke vorliegen, zeigt 
auch die Tatsache, dalj sie in gelatiniertem Zustand Gleich- 
gewichtszugkrafte a ~ s h a l t e n ~ ~ ~ ] .  

Heute werden zur Herstellung von Collagen-GAG-Copo- 
lymeren entsprechend den Anforderungen an biologisch 
aktive Implantate sowohl die drastische Dehydratation als 
auch die Behandlung rnit Glutaraldehyd eingesetzt. Die 
Dehydratation dcs hochporosen Feststoffes durch Gefrier- 
trocknung (siehe unten) versteift das schaumige Coprazipi- 
tat durch Vernetzen und verhindert dadurch den Porenkol- 
laps bei lingerer Einwirkung der umgebenden Feuchtigkeit 
auf den Schaum. Ein Porenkollaps fuhrt irreversibel zum 
Verlust der hochspezifischen Oberflache des Implantats und 
zugleich zum totalen Verlust der biologischen Aktivitat. Die 
drastische Dehydratation und die Reaktion rnit Glutaralde- 
hyd. die b i d e  die Proteinquervernetzung fordern, sterilisie- 
ren zudem das Copolymer vor der Implantation[4L1. Nach 
beiden Verfahren wurden medizinische Priparationen herge- 
stellt (kiinstliche Haut oder kiinstliche Dermis genannt), mit 
denen bcreits iiber 100 Patienten mit schweren Verbrennun- 
gen erfolgreich behandelt wurden, ohne daB sich klinisch 
Hinweise auf Toxizitat ergeben hatten["- 511. Die Dehydra- 
tationsvernetzung, d. h. cine Selbstvernetzung. macht die 
Implantate offensichtlich nicht toxisch. Dagegen ist Glutar- 
aldehyd toxisch, und alles, was damit in Beriihrung kommt, 
muti vor Gebrauch gut gespiilt werden. Als zusatzliche MaD- 
nahme wird das Implantat gelegentlich in Medien a u k -  
wahrt, die mit Glutaraldehydriickstanden reagieren[49! 

3. Physikalischchernische Bearbeitung 
und Charakterisierung der Copolymermatrices 

Die chemische Identitat der Collagen-GAG-Copolymere 
ist fur ihre biologische Aktivitat wichtig. aber nicht ausrei- 
chend: Aul3er von der chemischen Zusammensetzung und 
der Vernetzungsdichte hangt die biologische Aktivitat stark 
vom AusmaD der Copolymerkristallinitat und von der Po- 
renstruktur dieser Matrices ab. 

Es ist interessant, physikalisch-chemische Methoden zur 
Herstellung und Charakterisierung von Feststoffen zu ent- 
wickeln, die primar nichtkristallin sind und daher nicht 
durch Rontgenkristallographie analysiert werden konnen. 
Wenn sie sich ferner in keinem Losungsmittel losen, konnen 
sie auch nicht durch Messung kolligativer Eigenschaften in 
unendlicher Verdiinnung charakterisiert werden. Zudem lie- 

gen sie in physikalisch heterogenen (porosen) Zustinden 
vor, die nicht vollstlndig definiert sind, es sei denn, das Aus- 
ma13 der Heterogenitat und die spezifische Oberflache wer- 
den genau beschneben. 

Quervernetzte Collagen-GAG-Copolymere konnen durch 
Methoden analysiert werden. die auf der ,,Theorie der Gum- 
mielastizitat" basieren. Wenn gezeigt werden kann. dati die 
von einem Gummi erzeugte Gleichgewichtskraft fast aus- 
schlieljlich entropisch ist und dati energetische Wechselwir- 
kungen daher vernachlassigt werden konnen, so kann die 
Vernetzungsdichte des Netzwerkes durch Messung des Ela- 
stizitatsmoduls direkt errechnet werden Collagenproben 
rnit hohem Kristallinitatsanteil wie Filme, die bei Raumtem- 
peratur aus einem neutralen Puffer oder naturlich vorkom- 
menden Sehnen~asern.gegossen werden, miissen zu Gelatine 
umgewandelt werden. bevor sie gummielastisch werden 
Unlosliches Collagen, das durch einstiindige Immersion in 
physiologischen Salzlosungen bei 65 bis 80 "C zu Gelatine 
umgewandelt wurde. weist einen Widerstand gegen uniaxiale 
Dehnung auf (Elastizitatsmodul), der zur Vernetzungsdichte 
c (mol Vernetzungen/ g trockenes Polymer) direkt proportio- 
nal ist und zu M, umgekehrt p r o p ~ r t i o n a l [ ~ ' . ~ ~ *  531. Colla- 
gen-GAG-Copolymere verhalten sich Ihnlich. wenn das 
Collagen wihrend der Messung in einem gelatinierten 
Zustand gehalten ~ i r d ' " ' . ~ ~ ~ .  Diese Beziehungen zeigen, daD 
- im Gegensatz zu Collagen - gequollene Gelatine ein Netz- 
werk bildet, in dem die Ketten statistisch gekniiuelt vorlie- 
gen'541. Unterhalb ca. 65 "C rekristallisiert die Gelatine, 
wobei starke energetische Wechselwirkungen entstehen und 
die obcn genannten Beziehungen nicht mehr zutreffen 1491. 

Im Anwcndungsbereich des idealen gummiahnlichen Mo- 
dells beschreibt die konstitutive Beziehung ( 1 ) [ 5 2 3  5 s 1  das Ela- 
stizitltsverhalten von angemessen gelatiniertem Collagen IS31 

und Collagen-GAG-CopolymerenL4'* 491. 

In Gleichung (1) bedeutet (T die von einer gequollenen 
Probe ausgehaltene Gleichgewichtszugspannung [Nrn-,]. a 
bezeichnet die Lange der gedehnten Probe geteilt durch die 
Linge der ungedehnten Probe (Dehnungsquotient), V, ist 
der Volumenanteil und e die Dichte des trockenen Proteins. 
Aus Gleichung ( I )  folgt, dalj cine Probe sich wie ein ideales 
Gummi verhalt, wenn die Auftragung von (T gegen die Span- 
nungsfunktion (a - 1/z2) eine Gerade durch den Koordina- 
tenursprung ergibt und wenn bei konstantem Dehnungsquo- 
tient cr und die absolute Temperatur direkt proportional 
zueinander sind. 

Wenn eine Probe kleiner als 1 cm ist, dann wird es unprak- 
tisch. Dehnungsmessungen anzustellen. um die Netzwerk- 
struktur zu untersuchen. In solchen Fallen kann das Quell- 
verhalten zur Berechnung von M, herangezogen werden. 
Diese Methode beruht auf der Theorie von Florj und Reh- 
ner155. 561, die zeigten. daD der Volumenanteil eines gequolle- 
nen Polymers V ,  von M ,  abhangt. wie in Gleichung ( 2 )  ange- 
geben. 

VmOll ist das Molvolumen des Losungsmittels, e die Dichte 
des Polymers und x die Konstante, die fur ein spezifisches 
Polymer/Losungsmittelpaar bei einer bestimmten Tempera- 
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tur charakteristisch ist. Zwar wurden unabhangige Metho- 
den zur Bestimmung von b e ~ c h r i e b e n [ ~ ~ l ,  es ist aber mog- 
lich, M, aus Dehnungsmessungen eines gegebenen Polymer/ 
Losungsmittelsystems zu erhalten und damit einen einzigen 
Wert x fur eine grol3e Zahl von Netzwerkvarianten, die aus 
demselben Polymer oder Copolymer hergestellt werden kon- 
nen, zu berechnen. Gleichung (2) gilt fur Bedingungen, unter 
denen sich das Netzwerk wie ein ideales Gummi verhalt. 
Abbildung 4 zeigt die Anwendung von Gleichung (2). Die 

I 

h 
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Abb. 4. Beziehung zwischen dem mtttleren Molekulargewicht zwischen den 
Vernetzungsstellen. M,, und dem Volumenanteil von gelatiniertem Collagen 
V, .  Das Quellmi~tel isr 0.19 M Zitronensiure..Phospatpuffer-Losung (pH 7.4 
bei 80 C). Experimentelle Daten nach Vernetrung mit mehreren Aldehyden: 0 
Formaldehyd. 0 Glutaraldehyd: 0 Glyoxal. Nach Gleichung (2) folgt x = 
0.52 f 0.04 (nach 1491). 

mit Hilfe der Gleichungen (1) und (2) berechneten M,-Werte 
geben Einblick in die Struktur des Netzwerkes: Da das mitt- 
lere Molekulargewicht eines Aminosaurerestes in Collagen 
etwa 93 Da b e t ~ - a g t I ~ ~ ] ,  entspricht ein M,-Wert von 14 kDa 
einem nicht stark vernetzten Polymer mit einer durchschnitt- 
lichen Netzwerk-Kettenlange von ca. 151 Aminosluren. 
Eine Aminoslureanalyse von Collagen aus Sehnen ergibt 
etwa 2.7 MoI-YO L y ~ y l r e s t e ~ ’ ~ ~ ;  d. h .  ein Lysyirest kommt auf 
37 Reste. Wenn wir die oben gerechtfertigte Annahme 
rnachen, daD Glutaraldehyd nur Lysylreste angreift, dann 
bedeutet ein M,-Wert von 14 kDa. daB nur grob 25% der 
verfiigbaren E-Aminogruppen reagiert haben. 

Collagen verfiigt wie andere Proteine auch iiber mehrere 
strukturelle Ebenen. Wir folgen der von Lindersrrem- 
L ~ n g ~ ” ~  und Kuuzmann 1591 vorgeschlagenen Nomenklatur 
zur Beschreibung der strukturellen Organisation von Prote- 
inen und spezifizieren sie fur die C o l l a g e n ~ t r u k t u r ~ ~ ~ ]  (vgl. 
Abb. 2). Die Primursrrukrur von Collagen gibt die vollstan- 
dige Aminosiuresequenz aller drei Polypeptidketten an 
sowie die Vernetzungsstellen zwischen den Ketten. Die 
Sekundarsrruklur 1st die lokale Konformation einer Polypep- 
tidkette, die von den stereochemischen Winkeln und Wasser- 
stoffbriickenbindungen bestirnmt wird. Die Terfiursfruklur 
beschreibt die globale Konformation der Polypeptidketten, 
d. h. das Muster, nach dem die Sekundarstrukturen inner- 

halb eines Collagenmolekiils zusammengesetzt sind. Sie ist 
die Substruktur, die als stabile Einheit in Losung (als Tripel- 
helix-Molekiil) existieren kann. Die vierte Ordnung oder 
Quartarslruktur bezeichnet die supermolekulare Struktur 
der Einheiten, umfaBt mehrere Molekule in einem spezifi- 
schen Gitter, einem Basiselement des festen Zustands. 
Hohere Ordnungsebenen, die zu groDen, rnit bloDem Auge 
sichtbaren anatomischen Einheiten fiihren, wurden vorge- 
schlagen160, 611. 

Collagen kann auf zwei diskreten Ebenen struktureller 
Ordnung kristallisieren: Die Tertiarstruktur (Tripelhelix) 
(vgl. Abb. 2C) kann kristallin sein und die Quartarstruktur 
(Gitter aus Tripelhelices) (vgl. Abb. 2D). Optische Rotation, 
Cirkulardichroismus und Viskosirnetrie sind geeignete Me- 
thoden, um in Losung den Ubergang des tripelhelicalen Col- 
lagens in statistisch gekniuelte Gelatine zu ~ n t e r s u c h e n ~ ~ ~ ] .  
Der Einsatz optischer Methoden zur Analyse des Gelatine- 
gehaltes von festen Proben, z. B. von aus der Losung gegos- 
senen Filmen, ist jedoch wegen der optischen Anisotropie 
des festen Proteins kompliziert. 

Es wurden Verfahren zur quantitativen Analyse von Col- 
lagen und Gelatine in festen, nicht ganz kristallinen Proben 
entwickelt, um die starke Beschleunigung des enzymatischen 
Abbaus zu untersuchen, die beobachtet wird, wenn Collagen 
zu Gelatine umgewandelt wirdI6’. 631. ’ Eine intakte Tertiar- 
struktur (Tripelhelix) in festem Zustand kann durch mittel- 
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Abb. 5 .  Das Bindermuster der Collagenfasern besteht bis zu einem pH-Wert 
von 4.25 f 0.30 in 0.05 M Essigsiure (N). Eine Periodenlange betrigt 65 nm. 
Der Anteil der gebinderten Fibrillen (N)/(N + A) wurde transmissionselektro- 
nenmikroskopisch bestimmt. Unterhalb von pH 4.25 f 0.30 verschwindet die 
Banderung Past aller Fasern. und der Faserdurchmesser wird grokr (A) (Quel- 
lung in  der wHBrigen Essigsiurelosung). Elektronenmikroskopische Untersu- 
chungen zeigen. daB ein kleiner Teil der gebanderten Fibrillen. etwa 10% oder 
weniger, jenseits des Schwellen-pH-Wefts auch nach langer Zeit im Quellmittel 
iiberdauert. Bei der Umwandlung geht die Quartirstruktur verloren (die Pack- 
ordnung der Helices. Abb. 2 D), die Tertiirstruktur (Tripelhelix. Abb. 2C) 
bleibt erhalten. Anders als ungebandertes Collagen lost gebindertes eine 
Blutplittchenaggregarion aus. Periodenlange des gebanderten Collagens etwa 
65 nm (nach [70. 711). 
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und niederfrequente IR-Spektroskopie nachgewiesen wer- 
den: Mit ,,helical marker"-Banden kann quantitativ gemes- 
sen werden, in welchem AusmaB eine Collagenpriparation 
in Gelatine umgewandelt worden i ~ t [ ~ ~ . ~ ~ ~ .  Auch durch 
Messung der optischen Rotation laBt sich der Gelatineanteil 
in festen Proben ermitteln, wenn der tensorische Charakter 
der optischen Aktivitat und die in Collagenproben haufig 
vorkommende Doppelbrechung beriicksichtigt werden 16']. 

Elektronenmikroskopisch konnen die periodische BHnde- 
rung von Collagenfibrillen gezeigt [66-691 und die durch- 
schnittliche Lange von Collagenfibrillen mit deutlicher Ban- 
derung abgeschitzt werden [70. ' I .  Dieser morphologische 
Zugang wird durch Messung der Rontgenkleinwinkelstreu- 
ung e r g a n ~ t 1 ~ ~ 1 .  Mit diesen Methoden wurde gezeigt, daB die 
Collagenfibrillen in verdunnter Essigsaure ihre Binderung 
bei einem pH-Wert von 4.25 0.30 einbi ikn (Abb. 5)I7'I. 
Durch den kombinierten Einsatz von Elektronenmikrosko- 
pie und IR-Spektroskopie wurde klar. daD bei der Umwand- 
lung zwar die Gitterstruktur zerstort wird, nicht aber die 
Tripelhelix~trukturI~ ' I .  Durch Verinderungen des pH-Wer- 
tes kann also die Quartarstruktur selektiv zerstort werden, 
wahrend die Tertiarstruktur intakt bleibt. Mit dieser experi- 

Abb. 6. Wird der pH-Wert unler4.25 f 0.30 gesenkt. so verschwindet die Ban- 
derung von Tyyp-[-Collagen aus Rinderhaut praktisch ganz. Kurze Abschnitte 
gebanderten Collagens (B) existieren neben sehr langen Abschnitten nicht 
gebanderten Collagens (NB). das eine Tertiir-. aber keine Quartirstruktur auf- 
weist. Diese Prlparation induziert keine Blutplattchenaggregation. voraus- 
gesetzt, die Fasern werden an der Rekristallisation und Bildung von Bander- 
slrukturen gehindert. wenn bei neutraiern pH-Wert der Blutplattchenversuch 
durchgefiihrt wird. Gefirbt mit 0.5 Gew.-% Phosphowolframsiure: Perio- 
denlange des gebanderten Collagens etwa 65 nrn (nach [70]). 

mentellen Strategie wurde es moglich zu zeigen, daD das 
Phanomen der Aggregation von Blutplittchen durch Colla- 
genfibrillen eine spezifische Eigenschaft der Quartirstruktur 
und nicht der Tertilrstruktur isti7']. Dazu wurde Collagen in 
einer thromboresistenten Form hergestellt, indem die Pack- 
ordnung der Helices selektiv ,,ausgeschmolzen" wurde, wah- 
rend die Helices selbst intakt bliebeni7I1. Abbildung 6 zeigt 
das Muster der Banderung von Collagen-GAG-Copolymer- 
Matrices. Man beachte, daD lange Segmente nichtgebander- 
ter Collagenfibrillen gelegentlich von kurzen Segmenten 
geblnderter Collagenfibrillen unterbrochen werden (Abb. 6, 
Kastchen). 

Die Porositat eines Collagen-GAG-Copolymers ist unab- 
dingbar fur die biologische Aktivitit [ 7 3 1 .  Poren werden 
erzeugt, indem eine sehr verdiinnte Losung des Collagen- 
GAG-Coprlzipitats zuerst eingefroren wird und dann die 
Eiskristalle im Vdkuum bei niedrigen Temperaturen subli- 
miert werden1741. Die resultierende Porenstruktur ist daher 
eine Negativkopie des Eiskristallnetzes (Dendriten). Folglich 
kann durch Variation der Bedingungen, unter denen sich die 
Eiskristalle bilden und wachsen, eine Vielzahl von Poren- 
strukturen hergestellt werden. In der Praxis nimmt der 
durchschnittliche Porendurchmesser mit sinkender Tempe- 
ratur ab, wahrend die Orientierung der Porenkanalachsen 
zusatzlich von der GroBe des HitzefluBvektors beim Einfrie- 
ren abhangt. Es lassen sich Implantate mit einem mittleren 
Porendurchmesser zwischen 1 und 800 Fm herstellen, die 
Volumenanteile der Poren erreichen bis zu 0.995, die spezi- 
fische Oberflache llBt sich zwischen lo4 und 10*mm2/g 
Matrix variieren, und die Orientierung der Porenkanalach- 
sen in zylindrischen Implantaten reicht von strikt uniaxial 
iiber statisch bis hin zu streng radial. Abbildung 7 zeigt, 
welch unterschiedliche Porenstrukturen durch Steuerung 
von Kristallkeimbildung und -wachstum sowie durch Steu- 
erung des HitzefluDvektors erreicht werden konnen. 

Die biologische Aktivitat der Collagen-GAG-Copolymere 
hangt im allgemeinen von der Struktur der porosen Matrix 
ab, d. h. vom Volumenanteil der Poren, von der spezifischen 
Oberflache, der mittleren Porengrok und der Orientierung 
der Poren in der Matrix. Diese Eigenschaften konnen stereo- 
logisch[75. 761 bestimmt werden, indem die quantitativen sta- 
tistischen Eigenschaften der dreidimensionalen Strukturen 
zu denen ihrer zweidimensionalen Schnitte oder Projektio- 
nen in Beziehung gesetzt werden. Umgekehrt ermoglichen 
stereologische Verfahren auch die Rekonstruktion bestimm- 
ter Eigenschaften dreidimensionaler Objekte aus einer quan- 
titdtiven Analyse zweidimensionaler Abbildunger11'~~. 
Durch die Entwicklung halb- oder vollautomatischer Appa- 
rate zur quantitativen Bildanalyse wurden die stereologi- 
schen Untersuchungen sehr erleichtert. Eine Ebene durch 
eine zweiphasige Struktur kann durch Zufallsproben 
(Abb. 8 A), regelmaBige Proben (Abb. 8 B), sehr dichte, fast 
flachendeckende kleine Proben (Abb. 8 C) oder durch Pro- 
ben entlang einer Gerade (Abb. 8 D) charakterisiert werden. 
Man kann zeigeni7'. 761, daB der Volumenanteil der Poren 
V,  gleich dern Anteil der gesamten Testpunkte P, ist, die in 
die Porenregion fallen, gleich dem Anteil der Poren A, an 
der Gesamtflache und ebenso gleich dem Porenanteil L, an 
einer linearen, unendlich dichten Punktereihe [Abb. 8 D,  
GI. (3)]. 

V , =  P,= A,, = L, 0)  
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Abb. 7. Porenstrukturen. die mit Collagen-GAG-Copolymeren erhalten wer- 
den konnen, wenn die Elskristallisation entsprechend gesteuert wird (Raster- 
elektronenmikroskopie). Poren bilden sich. wenn Eisdendriten sublimiert wer- 
den. Die Porenstruktur der Collagen-GAG-Matrices ist die Negativreplik der 
Eiskristallstruktur. die sich bildet, wenn die verdiinnte feine Suspension des 
Collagen-GAG-Coprazipitats unter 0 ° C  abgekiihlt wird. A:  Die Orientierung 
der Porenkanalachsen ist zufallig und charakterisiert Matrices. die eine Hautre- 
generation induzieren. Mittlerer Porendurchmesser etwa 100 pm. Volumenan- 
teil der Poren etwa 0.99. B: In dieser Matrix sind die Porenkanale streng uni- 
axial orientiert (Querschnitt einer zylindrischen Matrix mit einem Durchmesser 
von 1.5 mm). Sie wurde verwendet. um die Regeneration des lschiasnervs der 
Ratte iiber eine Liicke zu lnduzieren. Mittlerer Porendurchmesser etwa 100 pm. 
C: Durch rddiale Orientierung der Porenkanalachsen entsteht ein Implantat. 
das - im Vergleich zum Implantat mit uniaxialer Orientierung - die Synthese 
eines weniger funktionalen Ischiasnervregenerdts induziert. Zylinderdurchmes- 
ser 1.5 mm. Mittlerer Porendurchmesser etwa 50 pm. 
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Abb. 8. Schematische Darstellung der vier wichtigsten Verfahren zur Bestim- 
mung eines Feldes durch stereologische Analyse. Mit diesen Verfahren wurden 
die Porenstruktur von Collagen-GAG-Matrices [74] untersucht und die Werte 
fur mittlere Porendurchmesser. Porenvolumenanteil und andere Eigenschaften 
bestimmt. In dieser Zeichnung ist ein Phase (schrafliert) in einer kontinuierli- 
chen anderen Phase (weikr  Hintergrund) eingebettet. A: Zufillige Punktezih- 
lung. B: Systematische Punktezdhlung. C: Fliichenanalyse. D :  Lineare Analyse 
(nach [76]). 

Diese Verfahren zur Charakterisierung bilden die Grund- 
lage aller stereologischen Methoden und werden Punktezlh- 
lung (Abb. 8A. B), Flachenanalyse (Abb. 8 C )  und Linear- 
analyse (Abb. 8 D )  genannt. Es ist klar, dal3 die zufallige 
Auswahl der Stichproben und Testmethoden von grol3ter 
Bedeutung ist. Durch systematischen Einsatz dieser Metho- 
den konnten die Porenstrukturen von Collagen-GAG-Ma- 
trices fast vollstandig charakterisiert werden 

4. Biologische Aktivitat und Matrixstruktur 

Die Definition der ,,biologischen Aktivitat" bezieht sich 
notwendigerweise auf hochspezifische Assays, die selbst 
streng operational definiert werden. Untersuchungen rnit 
Collagen-GAG-Matrices haben sich auf die Regeneration 
spezifischer Gewebe, die sich nicht spontan regenerieren, 
konzentriert. Man muD daher Assays finden, rnit denen die 
Wirkung bestimmter struktureller Eigenschaften der Colla- 
gen-GAG-Matrices auf die de-novo-Synthese eines Gewebes 
untersucht werden kann. Dieses Problem Bhnelt auf den 
ersten Blick der Suche nach Versuchsanordnungen, rnit 
denen die Wirkung mehrerer heterogener Katalysatoren auf 
die Ausbeute an makromolekularen Produkten in einem 
bestimmten Reaktor untersucht werden soll. 

Die Aktivitat von Regenerationsmatrices ist in zwei relativ 
gut definierten Umgebungen untersucht worden : in der 

Abb. 9. Dds Endergebnis der Heilung tiefer Hautwunden beim Meerschwein- 
chen. die auf verschiedene Weise behandelt wurden. A :  Eine unbehandelte 
Hautwunde schliellt sich etwa nach 20 Tagen und bildet eine linienformige 
N a r k  (Pfeile). Die Wundflache verkleinert sich durch Kontraktion bis zum Tag 
8 1 um 50%. B: Eine Hautwunde. die mil einer aktiven. aber nicht rnit Zellen 
besaten Collagen-GAG-Matrix behandelt wurde. schliellt sich durch stark ver- 
zogerte Kontraktion nach etwa 40 Tagen (Pfeile). Die Wundflache verkleinert 
sich durch Kontraktion bis zum Tag 27 f 2 um 50%. C: Eine Hautwunde. die 
mil einer aktiven. rnit Hautzellen besaten Collagen-GAG-Matrix behandelt 
wurde. schliellt sich nicht durch Kontraktion. Der Wundrand kontrahiert 
leicht. aber die Wunde schlieOt sich hauptsachlich durch Synthese neuer Haul. 
die sich komplett mit Dermis und Epidermis bildet. aber haarlos ist. RS: regene- 
rierte Haut. IS: intakte Meerschweinchenhaut. AP: Langsachse des Tieres (A:  
vorn, P: hinten). Der urspriingliche Wundrand bildet sich zu einer Narbenlinie 
(Pfeile) um. die regenerierte Haut von intakter Haut trennt. Die Skalen zeigen 
cm. Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt vom Massachusetts Institute of 
Technology. 
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Wunde, die entsteht, wenn Haut vom Meerschweinchen und 
vom Mensch in voller Dicke herausgeschnitten ~ i r d [ ' ~ . ' ~ ] ,  
und in den 10-15 mm langen Liicken nach Durchtrennung 
des Ischiasnervs der Rattell'. ''I. Beides sind Wundcn, die 
routinemiHig chirurgisch hergestellt werdcn, und in beiden 
Fallen sind die .,Kinetik" und der ,.Mechanismus" der nor- 
malen Wundheilung genau untersucht worden. Die normale 
Heilung einer tiefen Hautwunde beginnt einige Stunden nach 
dem Herausschneiden der Haut rnit einer Kontraktion des 
Wundrandes. Nach etwa zwei Wochen hat sich Narbenge- 
webe gebildet (Abb. 9)117.181. Narbengewebe unterscheidet 
sich von normaler Haut in mehrerlei Hinsicht in der Ultra- 
struktur sowie in den optischen und mechanischen Eigen- 
schaften. Eine Heilung des durchtrennten Ischiasnervs be- 
ginnt mit der Bildung von Neuromen an beiden Schnitt- 
enden (Abb. 201. Dieses ungerichtet wachsende Ner- 
vengewebe verbriickt jedoch nicht die Liicke zwischen den 
Schnittstcllen. so daB eine Lihmung zuruckbleibt. 

Abb. 10. Explantate vom lschiasnerv der Ratte sechs Wochen nach zweimali- 
ger Behandlung der 15 mm grokn Liicke. Die SiliconschlIuche wurden vor 
dem Photographieren entfernt. A: Der regenerierte lschiasnerv iiberspannt die 
gesamte 15 rnm lange Liicke (Pfeile). die mit einem zylindrischen Collagen- 
GAG-Implantat iiberbriickt wurde. dessen Porenstruktur der in Abbildung 7 B 
gezeigten ahnelt. Die Matrix wurde in einem Silicongummischlauch gebildet. 
und die Schnittenden des Nervs wurden in die Schlauchenden gebracht. Dcr 
neue New ersctzl vollstandig die enzymatisch abgebaute Collagen-GAG- 
Matrix. die iiber 15 mm innerhalh des Siliconschlauchs reichte. B: Ein dunner 
Bindegewebsfaden, aber kein New. wachst iiber die 15 rnrn-Liicke, wenn diese 
mi1 einem leeren Siliconschlauch iiberbriickt wird (nach [ES]). 

Der gravierendste Unterschied zwischen einer Regenera- 
tionsmatrix und einem Katalysator besteht darin, daH die 
Matrix wihrend des Reaktionsverlaufes verbraucht wird. 
Implantierte Collagen-GAG-Matrices werden durch Colla- 
genasen r". 781, also spezifische Enzyme, die die Tripelhelices 
an einer bestimmten Stelle angreifen, abgebaut. Es entstehen 
zwei charakteristische Produkte; das N-terminale Dreivier- 
telfragment und das C-terminale Einviertelfragment, die 
beide bei physiologischen Temperaturen spontan zu Gelatine 
denaturiert werden [771. Die gelatinierten Fragmente werden 
dann durch unspezifische Proteasen abgebaut. Collagenasen 
kommen natiirlich in heilenden Wunden vor und bauen dort 
Collagenfasern ab. Ungefiihr zur gleichen Zeit, wenn Colla- 
gen und andere ECM-Komponenten im Wundbett abgebaut 
werden. werden diese Komponenten von Zellen im Wund- 
bett auch synthetisiert. Der gesamte Vorgang wird Umge- 
staltung genannt[2-41. Das Gleichgewicht zwischen beiden 
Einzelvorgdngen wird als wichtiges Charakteristikum der 
Wundheilung gewertet17'- ''I. 

Durch chemische Analoga der ECM, die von Collagena- 
sen iiber eine variable Zeitspanne abgebaut werden. wurde es 
moglich, die Auswirkungen von abbaubaren ECMs auf ein 
Wundheilungsmodell quantitativ zu untersuchen. Nachdem 
das ECM-Analogon in engen physikalisch-chemischen Kon- 
takt mit dem Wundbett gebracht worden ist und sicher- 
gestellt wurde, daB Zellen aus dem Wundbett ungehindert in 
die Poren des Analogons einwandern konnen, kann man 
fragen: Wie beeinfluHt eine gezielte Variation der Abbauge- 
schwindigkeit der ECM den Wundheilungsmechanismus? 
Obwohl es sich nur um ein Wundmodell handelt, ist es 
a u k r s t  wichtig, ein sorgfaltig geplantes in-vitro-Experiment 
zu entwerfen, mit dem Hypothesen iiber Wechselwirkungen 
zwischen Matrix und spezifischen Komponenten des Wund- 
bettes gepriift werden konnen. Schliissige Ergebnisse iiber 
isolierte mechanistische Schritte konnen gewohnlich nicht 
durch ein komplexes in-vivo-Modell gewonnen werden. 

Die Abbaugeschwindigkeit von Collagen-GAG-Matrices 
durch Collagenasen kann in vitro durch mindestens zwei 
Methoden gemessen werden, die sich erganzende Ergebnisse 
liefern. Bei der ersten Methode wird eine feine Suspension 
des Implantates in einem geriihrten, standardisierten Colla- 
genasebad inkubiert. Beim Abbau entstehen Oligopeptide, 
die photometrisch analysiert werdenls2* 831.  Die zweite Me- 
thode ist ein mechanochemisches Verfahren. bei dem schma- 
le Matrixstreifen in einem standardisierten Collagenasebad 
gedehnt werden und die Abbaukinetik durch Messung der 
Kraft bestimmt wird, die notwendig ist, um die Probe in 
einem bestimmten Dehnungszustand zu halten L22. 49. 621. Die 
erste Methode mint den Anteil des abgebauten Proteins, 
wahrend mit der zweiten Methode der Anteil des unverdau- 
ten Proteins. das in Form eines unter Belastung stehenden 
Netzwerkes weiterbesteht, bestimmt wird. Zusatzliche Un- 
tersuchungen sind notig. um die Informationen aus beiden 
komplementaren Messungen zu korrelieren. Einige interes- 
sante Strategien zur Kontrolle der Resistenz des Implantats 
gegen Collagenasen konnten aus in-vitro-Assays abgeleitet 
werden. Eine systematische Untersuchung der Abbauge- 
schwindigkeiten von Collagenproben, die mit Formaldehyd, 
Glyoxal und Glutaraldehyd quervernetzt worden waren 
(M,-Bereich zwischen ca. 5 und 25 kDa), ergab, daB die 
Abbaugeschwindigkeit mit steigendem Molekulargewicht 
zwischen den Quervernetzungen linear bis auf das 1 5fache 
~ a c h s t [ ~ ~ -  621. Auch wurde ein etwa zehnfacher Anstieg der 
Abbaugeschwindigkeit bei der Umwandlung in Gelatine 
registriert1621. Neu war der Befund, daB die Resistenz gegen 
Collagenolyse bis auf das Fiinffache ansteigt, wenn bis zu 8 
Gew.-Yo Chondroitin-6-sulfat auf Collagen aufgepfropft 
werden; ein groBerer Chondroitin-6-sulfat-Anteil bewirkt 
keine weitere Zunahme der resist en^[^'* 'I1. 

In-vivo-Untersuchungen wlhrend der ersten sieben bis 
zehn Tage nach der Implantation haben die Giiltigkeit dieser 
in-vitro-Effekte bcstatigt; wahrend der zweiten Woche tra- 
ten jedoch wichtige und aufschluBreiche Abweichungen von 
den in-vitro-Ergebnissen auf. So fiihrte z. B. eine hohere M ,  
wahrend der ersten zehn Tage nach der Implantation zum 
beschleunigten Abbau der subcutan implantierten Matrices, 
wahrend rnit Chondroitin-6-sulfat aufgepfropftes Collagen 
in dieser Zeitspanne verzogert abgebaut wurde[22* 811. Dies 
war aufgrund der in-vitro-Befunde auch zu erwarten. Wdh- 
rend der zweiten Woche wurde jedoch beobachtet, dal3 
Implantate rnit mehr als 2 Gew.-Yo aufgepfropftem GAG ein 
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erhohtes Gesamttrockengewicht sowie einen erhohten Col- 
lagengehalt aufwiesen. Im Gegensatz d a m  verloren Implan- 
tate. bei denen der GAG-Anted niedriger oder gleich null 
waren, wahrend dieser Zeit kontinuierlich an Gewicht bei 
konstantem relativem C ~ l l a g e n g e h a l t ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ' ~ .  Histologi- 
sche Untersuchungen zeigten. daD der Nettoanstieg des tota- 
len Trockengewichts und folglich der Anstieg des relativen 
Collagengehalts mit der Synthese von neuem Bindegewebe 
nahe der abgebauten Matrix einhergeht ''I. Die einfachen 
in-vitro-Assays zur Messung der Abbaugeschwindigkeit von 
Matrices konnen demnach nur auf die friihen Phasen der 
Wundheilung iibertragen werden. 

Physikalisch-chemische Manipulationen der Matrix ha- 
ben einen bemerkenswerten EinfluD auf die Kinetik und den 
Mechanismus der Wundheilung. Einer der auffilligsten Vor- 
gange nach der chirurgischen Hautentfernung bei Nagetie- 
ren und Menschen ist die Kontraktion des Wundperimeters. 
Im Nagetiermodell. wo die Kontraktion besonders ausge- 
prlgt ist, endet dieser Vorgang. wenn die beiden gegeniiber- 
liegenden Wundrinder sich einander eng genahert haben 
und Narbengewebe im Zwischenrdum synthetisiert worden 
ist (vgl. Abb. 9A).  Beim Menschen hort die Kontraktion 
eher auf, und die Wundrander sind durch mehr Narbenge- 
webe getrennt. Man weil3 jetzt. daB die Hautwundenkon- 
traktion so weit hinausgezogert werden kann, daD sie erst 
etwa zehn Tage nach Erhalt der Wunde beginnt und nicht 
schon nach ein bis zwei Tagen. Hierzu miissen die Collagen- 
GAG-Matrices eine Reihe klar definierter Eigenschaften 
haben: Der Widerstand gegen Abbau muD iiber einem kriti- 
schen Wert liegen (Abb. 11). d. h. es diirfen nicht mehr als 
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Abb. 12. Abhangigkeit der Halbwertszeiten der Hautwunden vom mittle- 
ren Porendurchmesser a d e r  Collagen-GAG-Matrices, die als Transplantate fur 
tiefe Hautwunden beim Meerschweinchen benutzt werden. Die gestrichelten 
vertikalen Linien bei etwa 20 und 120 pm markieren die G r e m n  der Matrixak- 
tivitat. Jenseits dieser Grenzen sinkt die Wundenhdlbwertszeit rasch auf Werte 
fur unbehandelte Wunden (0). Die horizontale Skala ist logarithmisch (nach 
IW. 

Tripelhelixstruktur intakt bleibt [71.  841; schlieDlich muD der 
Volumenanteil der Poren g r o k r  als 0.95 sein[841. 

Werden Collagen-GAG-Matrices, die den Beginn der 
Wundkontraktion signifikant hinauszogern, mit wenigen, 
leicht trenn baren Hautzellen (Basalzellen) desselben Tieres 
besat und diese Matrices dann verpflanzt, so wird die Wund- 
heilung noch tiefgreifender beeinflu& : In diesem Fall ist 
nicht nur der Beginn der Wundkontraktion um zehn Tage 
hinausgezogert. sondern die Kontraktion bricht ein paar 
Tage nach Beginn auf halbem Wege ab ;  anschlieknd dehnt 
sich die Wunde einige Tage lang aus, bis der ProzeD langsa- 
mer wird und schlieDlich ganz aufhort (Abb. 13). Nach eini- 
gen Wochen umschlieBt der Wundperimeter etwa 65% der 
urspriinglichen Wundflache, und neue Haut - vollstandig 
mit Dermis und Epidermis - fiillt dieses Gebiet aus (vgl. 
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Abb. I I .  Abhangigkeit der Halbwertszeiten f I  der Hautwunden von der 
Abbaugeschwindigkeit R (in Collagenase) der Collagen-GAG-Matrix. Die 
Halbwertszeit f ,  ist die Zeit. die eine Wunde benotigt. um auf 50% der 
urspriingllchen Fliche zu schrumpfen. Der Abbau ist in  willkiirlichen Einheiten 
angegeben. die aus in einem in-vilro-Assay abgeleitet wurden. Eine etwas will- 
kiirliche gestrichelte Linie bei R = 140 Enzymeinheiten zeigt die Abbauge- 
schwindigkeit. jenseits derer die Halbwertszeit der Wunde schnell aufdie Werte 
fur unbehandelte Wunden (0) 6111. Die horizontale Skala ist logarithmisch 
(nach [84]). 

etwa 50% des Trockengewichts des Implantats in zehn 
Tagen verloren gehen. Ferner muD der mittlere Porendurch- 
messer zwischen 20 und 120 pm liegen (Abb. 12); das ent- 
spricht einer spezifischen Oberflache von 10'- lo7 mm2/g 
trockener Matrix1841. Vorlaufige Untersuchungen haben 
auch gezeigt, daB die Collagenbanderung in Implantaten fast 
ganz unterdruckt werden muB (vgl. Abb. 6), wahrend die 

t Id1 - 
Abb. 13. Zeitliche Veranderungen der orspriinglichen Wundflache Ao. wenn 
tiefe Hautwunden des Meerschweinchens rnit inaktiven Collagen-GAG-Matri- 
ces ( A  ), aktiven zellfreien Collagen-GAG-Matrices (0) und aktiven. mit Zellen 
besiten Collagen-GAG-Matrices behandelt wurden (0). Aktive zellfreie Matri- 
ces verzogern den Beginn der Kontraktion signifikant, aber fiihren nicht zu 
Kontraktionsabbruch und Hautregeneration. Aktive. mtt Zellen besate Malri- 
ces verzogern zunachst den Kontraktlonsbeginn. unlerbrechen spiter die Kon- 
traktion und induzieren die Hautregeneration in einem Wundbett. das wieder 
g r o k r  wird (nach 1841). 



Abb. 9C)Ia51. Wurde die Matrix vorher nicht rnit Hautzellen 
besgt, so verzogert sich die Kontraktion signifikant, aber die 
Wunde wird rnit Narbengewebe geschlossen (vgl. Abb. 9B). 
Die rnit zellbesaten Matrices synthetisierte neue Haut ist 
haarlos. Aus Lichtstreuungsuntersuchungen[861 und histolo- 
gischen S t ~ d i e n [ ~ ~ . ~ ~ . ~ ”  folgt, dal3 sie sich vom Narbenge- 
webe unterscheidet und normaler Haut Ihnelt, aber nicht 
rnit ihr gleichzusetzen ist. Die morphologischen und physi- 
kalischen Unterschiede zwischen neuer Haut und Narbenge- 
webe sind in den Abbildungen 14 und 15 dargestellt. Die 
Kinetik der Hautwundenkontraktion ist in Abbildung 16 
zusammengefal3t. Anhand ihrer kinetischen Daten werden 
die Collagen-GAG-Matrices in drei Klassen unterteilt : inak- 

tive Matrices, aktive Matrices, die nicht rnit Zellen besat 
wurden, und aktive Matrices, die rnit wenigen Zellen besat 
wurden. Andere Collagen-GAG-Matrices induzieren die 
Regeneration eines fast intakten Ischiasnerves der Ratte 
iiber eine Lucke von 15 mm, ohne daD eine Besaat mit Zellen 
notwendig ist (vgl. Abb. 

u b e r  einem teilweise oder ganz intakten Dermisbett kann 
sich eine Epidermis schnell regenerieren, eine de-novo-Syn- 
these von Dermis kommt jedoch nicht spontan vor[”- “I. 

Ahnlich regeneriert sich der Ischiasnerv der Ratte spontan 
iiber eine Liicke von 5 mm oder manchmal auch 10 mm 
(wenn die Schnittflichen des Nervs in ein Gummirohrchen 
mit Salzlosung eingetaucht werden), aber nicht iiber eine 

Abb. 14. Vergleich der durch Lichtmikroskopie von Gewebeschnitten gewonnenen histologischen Daten (obere Reihe) 
mit Mustern. die durch Kleinwinkelstreuung von sichtbarem Laxrlicht an denselben Gewebeschnitten erhalten wurden 
(untere Reihe). Die Gewebeschnitte wurden mit Himatoxylin und Eosin geflarbt; die Art der histologischen Farbung 
scheint das Lichtstreuungsmuster jedoch nicht zu beeinflussen. Links: In der nomalen Dennis des Meerschweinchens 
sind die Collagenfasern statistisch angeordnet; es ergibt sich ein elliptisches Streuungsmuster. Mitle: In der regenerierten 
Dermis sind die Collagenfasern weniger zuflallig angeordnet; daraus resultiert ein Streuungsmuster. das deutlich aniso- 
metrischer als das der intaklen Dermis ist. Rechts: I n  dennalen Narben (scar = Narbe) sind die Collagenfasern stark 
ausgerichtet, wie auch am Streuungsmuster deutlich wird (nach [13]). 

Abb. 15. A :  Normale Meerschweinchenhaut (Elektronenmi- 
kroskop). Die Epidermis wird von Keratinozyten (K) gebil- 
det. die durch Knotenpunkte (Desmosomen. im Kisrchen) 
verbunden sind. Man beachte die charaktenstischen nicht 
myelinierten Nervenfasern (N) in der Dermis. B: Regenerkrte 
Haul 14 Monate. nachdem die Wunde mi1 einer aktiven. mit 
HautLellen besliten Collagen-GAG-Matrix behandelt wurde. 
Die Neoepidermis wird von Keratinozyten (K) gebildet, die 
mit denen der intakten Haut identisch sind. Desmosomen (im 
Kbtchen) und Basallamina (Pfeile) sind gut ausgepragt und 
erscheinen normal. Auch Melanozyten (M) mil ihren charak- 
teristischen Melanosomen (Pfeile) wandern wieder in die 
Neoepidermis ein. wo sie ganz normal Pigmente produzieren 
und abgekn.  Dermale Nervenfaxrn (N), diedenen in norma- 
ler Haul ahneln, sind auch vorhanden (nach 1811). 
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Abb. 16. Nach ihrer Wirkung auf tiefe Hautwunden von Meerschweinchen 
werden die Collagen-GAG-Matrices in drei Klassen eingeteilt: Eine inaktive 
Matrix verzogert die Wundkontraktion nicht signifikant und fiihrt zur Bildung 
einer linienformigen Narbe. Eine aktive. zellfreie Matrix verzogert die Wund- 
kontraktion um etwa 20 Tage. danach findet jedoch eine volle Kontraktion 
statt. Eine aktive Matrix. die rnit wenigen Zellen besat wurde. verzogert die 
Kontraktion signifikant. unterbricht sie spater und induziert die Synthese einer 
neuen Dennis und Epidermis innerhalb eines expandierenden Wundperimeters 
(vgl. Abb. 9) (nach [W]). 

Liicke von 15 mm Lange['9.201. Der richtige Einsatz von 
Collagen-GAG-Matrices fiihrt zur Synthese von Haut rnit 
Dermis und Epidermis (vgl. Abb. 15) sowie zur Synthese 
neuer Ischiasnerven (vgl. Abb. 10A). Diese Fahigkeit, die 
de-novo-Synthese von fast physilogischem Gewebe unter 
Bedingungen zu induzieren, unter denen sich das Gewebe 
nicht spontan regeneriert, unterscheidet Regenerationsma- 
trices von den vielen Collagenen und Collagen-GAG-Matri- 
ces, die in dieser Hinsicht biologisch inaktiv sind. 

Die klinischen Anwendungen von ECM-Analoga sind 
konkurrenzlos. Patienten, die massive Verbrennungen erlit- 
ten und vie1 Haut verloren haben, brauchen sofortigen Er- 
satz der verlorenen Hautbereiche, um ihre Fliissigkeitsverlu- 
ste zu regulieren und groBflachige Infektionen zu vermeiden. 
Die gegenwartig beste Methode ist eine Eigenverpflanzung 
der Haut, d. h. die eigene Haut des Patienten muB durch eine 
schwere Operation gewonnen werden. Ein ECM-Analogon, 
das fast identisch ist mit dem, welches die Wundkontraktion 
bei Meerschweinchen verzogert, induziert eine Synthese von 
neuer Dermis innerhalb von 15 Tagen bei Patienten rnit mas- 
siven V e r b r e n n ~ n g e n [ ~ ~ l .  Die neue Dermis bildet ein geeig- 
netes Bett, auf das eine diinne Schicht der Epidermis des 
Patienten (die ohne groBere Operation gewonnen werden 
kann) gepflanzt und somit die Wunde permanent geschlos- 
sen wird (Abb. 17). Vor kurzem wurde eine Versuchsreihe 
rnit 106 Patienten durchgefiihrt, die alle massive Verbren- 
nungen erlitten hatten. Diese Versuchsreihe, an der elf Klini- 
ken beteiligt waren, bestatigte die friiheren B e f ~ n d e ' ' ~ ]  und 
zeigte, daB die Behandlung mit ECM-Analoga zu Ergebnis- 
sen fiihrt, die klinisch der Behandlung rnit Autotransplanta- 
ten gleichwertig ~ i n d [ ~ ' ] .  Dies ist besonders interessant, wenn 
man bedenkt, daB die Dermis spontan nicht synthetisiert 
werden kann. Es ist sehr wahrscheinlich, daB auch andere 
Gewebe, die wahrend der Wundheilung nicht spontan rege- 

Abb. 17. Einem stark verbrannten Patienten wurden Eigenhaut (links) und 
eine Collagen-GAG-Matrix (rechts) transplantiert. Die urspriingliche klinische 
Untersuchung an zehn Patienten durch Dr. John E Burke et al. am Massachu- 
setts General Hospital [SO] wurde auf 106 Patienten ausgedehnt [51]. k i d e  
Untersuchungen zeigten. daD eine Wundabdeckung aus einer oberen Schicht 
Silicongummi und einer unteren Schicht aktiver Collagen-GAG-Matrix 
(,,kiinstliche Dermis", ,.kiinstliche Haut") genausogut wie eine Eigenhautver- 
pflanzung ist. Beim chirurgischen Verfahren wird eine Collagen-GAG-Matrix 
verwendet, die nicht rnit Zellen besat worden ist. Etwa 15 Tage nach Verpflan- 
zung wird die Silrconschicht entfernt und gibt ein neues Wundbett frei, auf das 
dann ein diinnes Autoepidermistransplantat gebracht wird. ki der konventio- 
nellen Eigenhautverpflanzung wird nicht nur die Epidermis, sondern auch eine 
Dermisschicht. die etwa die halbe Dicke der Dermis des Patienten ausmacht. 
entfernt. Dieses Verfahren hinterlaDt eine langsam heilende Donorstelle, die 
vernarbt; das Verfahren mit kiinstlicher Haut hinterlaDt eine schnell heilende. 
fast unvernarbte Donorstelle (Photo von Dr. J.  E Burke). 

nerieren, dazu angeregt werden konnen, wenn sie mit geeig- 
neten ECM-Analoga behandelt werden. 

Die ungewohnliche biologische Aktivitat bestimmter Col- 
lagen-GAG-Matrices beruht offenbar auf spezifischen Zell- 
Matrix-Wechselwirkungen, die auftreten, wenn die Matrices 
in Kontakt mit einem Wundbett der Haut oder mit abge- 
schnittenen Nervenenden treten. Welche Wechselwirkungen 
sind das? Elektronenmikroskopische Untersuchungen von 
Hautwunden haben gezeigt, daD sich Zellen (Monozyten) 
besonders eng an eine Collagen-GAG-Oberflache anlagern, 
die mit einer diinnen Schicht eines Fibrin-ahnlichen Netz- 
werks iiberzogen ist (Abb. 18A, B)Is9]. Die angelagerten 
Zellen sind auf der Matrixoberflache eng benachbart und 
wechselwirken hochstwahrscheinlich miteinander. Eine sol- 
che Zell-Matrix-Wechselwirkung wird bei normal heilenden 
Hautwunden nicht beobachtet (Abb. 18 C)[891, obwohl lokal 
groBere Mengen verschiedener Collagene, GAGS und ande- 
rer ECM-Komponenten vorhanden sind, die alle umgestal- 
tet, d. h. abgebaut und neu synthetisiert, werden. Warum ist 
in Gegenwart von aktiven Matrices die Kontraktion verzo- 
gert oder vollstandig gehemmt? Nach einer Hypothe~e[ '~]  
verhindern die in den Abbildungen 18 A und 18 B gezeigten 
Zell-Matrix-Wechselwirkungen eine Differenzierung der 
Zellen des Wundbettes zu Myofibroblasten, also jenen Zel- 
len, denen die Wundkontraktion wahrend des normalen Hei- 
lungsprozesses zugeschrieben wird['ll. Dieser Hypothese 
liegt die Beobachtung zugrunde, daB sich die Myofibrobla- 
stenzahl etwa am zehnten Tag nach Verletzung nur in sol- 
chen Wundbetten vermindert, die rnit aktiven Matrices 
behandelt worden ~ i n d " ~ .  901. 

Am besten konnen die entscheidenden Eigenschaften einer 
Regenerationsmatrix verstanden werden, wenn man eine 
hochspezifische Zell-Matrix-Wechselwirkung annimmt, 
durch die der Mechanismus der Wundheilung von Kontrak- 
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tion und Narbenbildung auf Kontraktionsabbruch und Ge- 
weberegeneration im Wundbett umgelenkt ~ i r d [ ' ~ I .  Aus den 
quantitativen Beziehungen zwischen Matrixstruktur und 
Kinetik der Wundkontraktion (vgl. Abb. 11 -13) konnen die 
physikalisch-chemischen Erfordernisse abgeleitet werden: 
Notwendig scheint die Anwesenheit einer Collagen-GAG- 
Oberflache zu sein, die a) grot3 genug ist (obere Grenze des 
Porendurchmessers. vgl. Abb. 12), b) iiber einen Zeitraum 
von etwa zehn Tagen kaum wegdiffundiert (obere Grenze 
der Abbaugeschwindigkeit, vgl. Abb. 11) und c) uber Poren 
verfiigt, die groB genug fur die in das Wundbett einwandern- 
den Zellen sind (untere Grenze des Porendurchmessers; vgl. 
Abb. 12)1844'. Weitere Kriterien, die gegenwartig untersucht 
werden, scheinen eine Kristallinintat von fast null (keine 
Banderung, vgl. Abb. 6) und ein Volumenanteil der Poren 
von iiber 0.95 zu sein. Obwohl zur Hautregeneration die 
Matrix mit einer kritischen Zelldichte besat werden muB. 
kann die physikalischchemische Struktur ailein auch schon 
die Wundkontraktion hinauszogern (vgl. Abb. 13, 16) und 
moglicherweise die Regeneration biologisch vorbereiten. Bei 
Untersuchungen zur Nervenregeneration ergab sich, daB 
eine Matrix, die nicht mit Zellen besit worden war, tatsach- 
lich die Synthese von neuem funktionellem Gewebe iiber 
groDe Liicken hinweg i n d u ~ i e r t [ ~ * . ~ ~ ~ .  

5. Zusammenfassung und Ausblick 

Wir schlieBen, daD durch gut definierte physikalisch-che- 
mische Manipulationen unlosliche, aber abbaubare, porose, 
zellfreie makromolekulare Matrices rnit einer bemerkens- 
werten biologischen Aktivitat hergestellt werden konnen. 
Auch wenn diese Matrices nicht rnit Zellen besat werden. 
verandern sie grundlegend den Verlauf der Heilung von 
Haut- und Nervenverletzungen. Diese Matrices sind sehr 
einfache chemische Analoga der ECM. Dennoch lassen sich 
die Struktur der Poren und des makromolekularen Netz- 
werks leicht innerhalb weiter Grenzen variieren. Mit diesen 

Ahh. 18. Charakteristischc Zell-Matrix-Wechxlwirkun- 
gen, die auftreten. wenn eine aktive Collagen-GAG- 
Matrix mil dem Wundbett Kontakt hat. Wundmodell ist 
die tiefe Hautwunde heim Meerschweinchen. A. 8 :  Sic- 
hen Tage nach der Transplantation einer Collagen-GAG- 
Matrix hilden mononucleareZellen (M)eine anscheinend 
kontinuierliche Monozellschicht entlang der Poren- 
oberfliche der Matrix. Die Pfeile in B zeigen Pseudopo- 
dien, die sich von den Zellcn bis zur Matrixoher- 
niche erstreckcn. C: Die unbehandelte Wunde zeigt eine 
zufillige Mischung von mononuclearen Zellen. Lipid 
(L). Fibrin (F) und Wirtscollagen (0. Vcrgrok- 
rung A :  3000fach. B: 9500fach. C :  2000fach. CG: 
Collagen-~ru/i-glycosaminoglycan-~o~lymer (Photo 
von Dr. G. I? Murphy) .  

gut definierten Matrices konnen wichtige Fragen iiber den 
Mechanismus der Gewebeumgestaltung beantwortet wer- 
den, der die normale Entwicklunp oder Regeneration von 
der konventionellen Wundheilung unterscheidet. Solche 
Fragen waren bisher schwer zu beantworten, weil geeignete 
standardisierte Praparationen biologisch aktiver ECMs fehl- 
ten L6I. 

Die physikalisch-chemischen Eigenschaften von Collagen- 
GAG-Matrices. die die Grenzen der biologischen Aktivitat 
im Hautwundenmodell bestimmen. sind sehr streng definiert 
(vgl. Abb. 11. 12). so daB im bestimmten Tiermodell wahr- 
scheinlich nur eine einzige Substanz zur Hautregeneration in 
Frage kommt. Im Gegensatz zur g r o k n  Mehrheit der biolo- 
gischen aktiven Substanzen ist die hier definierte Matrix 
unloslich und kann nicht (wie losliche Makromolekiile) 
durch ihr Molekulargewicht identifiziert werden. Ferner 
kann sie nicht rontgenkristallographisch charakterisiert wer- 
den, und sie ist hochporos und bildet keine homogene Phase. 
Die Collagen-GAG-Matrix bildet ein Netzwerk, das auch in 
Gegenwart von collagenolytischer Aktivitst nicht wegdif- 
fundiert und dessen Oberflache groB genug ist, um eine 
Wechselwirkung mit einer groBen Zahl von Zellen zu ermog- 
lichen (vielleicht auch der Zellen untereinander). Wir haben 
daher auch vermutet, daB die Matrix bei der Hautentwick- 
lung als unloslicher Wachs tum~faktor l '~~  fungiert. Anstatt 
zur Kontraktion des Wundbetts und zur Narbenbildung zu 
fuhren, induziert diese Matrix die Synthese von teilweise 
physiologischem Gewebe. Hochstwahrscheinlich wirkt diese 
Substanz also mitogen; sie sollte daher als Wachstumsfaktor 
betrachtet werden. 

Ubereinstimmung besteht dariiber, dal3 eine bestimmte 
ECM, wahrscheinlich eine Variante oder ein Vorlaufer der 
reifen Basallamina, die kritische Wechselwirkung zwischen 
Epithel- und Mesenchymzellen vermittelt, die zur Morpho- 
genese einiger Gewebe wahrend der Entwicklung fiihrtr4. 9 3 4 ' .  

Die durch die Daten in den Abbildungen 11 - 13 beschrie- 
bene, spezifische Matrix muB anwesend sein, damit die ein- 
gesgten Epithelzellen und die Mesenchymzellen, die aus dem 
darunterliegenden Wundbett einwandern, neue Haut bilden 
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konnen. Man kann daher spekulieren, daD die Collagen- 
GAG-Matrix diese kritische Zell-Zell-Wechselwirkung ver- 
ursacht. Tatsachlich verlluft die Heilung ohne Anzeichen 
einer Regeneration. wenn nur Epithel- und Mesenchymzel- 
len im Wundbett anwesend sind, aber keine Matrix'941. Diese 
Tatsache unterstutzt die Hypothese, daD die hier beschrie- 
bene Regenerationsmatrix ein funktionelles Analogon der 
Basallamina ist. Dieses Analogon vermittelt eine kritische 
epithelial-mesenchymale Zellwechselwirkung wahrend der 
Morphogenese von Haut und Nerv, bevor es vollstandig 
abgebaut wird und vom Wundbett fortdiffundiert. Endpro- 
dukte der Hautmorphogenese sind nicht nur eine neue Der- 
mis und Epidermis, sondern auch eine neue Basallamina 
(vgl. Abb. 1, 15 A und 15 B). Wahrend dieses Vorgangs wird 
die Collagen-GAG-Matrix total abgebaut; sie kann elektro- 
nenmikroskopisch in neu synthetisierter Haut nicht nachge- 
wiesen werden (Abb. 15B). Auch an den Regenerationsstel- 
len des Ischiasnervs sind die Fragmente der Collagen-GAG- 
Matrix bald nicht mehr sichtbar. 

Eine andere Interpretationsmoglichkeit ergibt sich aus der 
Tatsache, daD das gequollene, ungebanderte Typ-I-Collagen, 
das in der Regenerationsmatrix anwesend ist, nicht zur 
Aggregation von Blutplattchen fuhrt, wahrend das geban- 
derte Typ-I-Collagen sehr aktiv i~t[~'1. Man weill, daD Ag- 
gregation und Degranulation der Blutplattchen sofort nach 
Gewebeverletzung einsetzen, wobei der Blutplattchen- 
abhiingige Wachsturnsfaktor (PDGF) freigesetzt wird, ein 
starkes Mitogen aus Zellen mesenchymaler Herkunft, die an 
der normalen Wundheilung teilnehmen [95. 961. P D G F  wird 
von Blutplattchen wahrend der fruhen Wundheilungsphase 
sekretiert; aber auch andere Zellen, hauptdchlich Makro- 
phagen, synthetisieren diesen Wachstumsfaktor in den spite- 
ren Phasen der W u n d h e i l ~ n g ( ~ ~ . ~ ~ l .  Da Blutplattchen durch 
die Regenerationsmatrix nicht aggregiert werden. wird 
wahrscheinlich kein P D G F  in Wundbetten sekretiert, die mit 
der Matrix behandelt wurden; die stark proliferative Wir- 
kung dieses Mitogens fehlt daher in solchen Wundbetten 
(zumindest in den fruhen Stadien der Reaktion auf die Ver- 
letzung). Ich nehme an, daO die Abwesenheit von P D G F  
wahrend der ersten Heilungsphase der kritische Faktor ist, 
der den Wundheilungsvorgang von der Kontraktion und der 
statistischen Zellteilung hin zu Kontraktionsverzogerung 
oder -hemmung verschiebt und die Organisation der Zellen 
so steuert. daB neue Haut und nicht Narbengewebe syntheti- 
siert wird (Abb. 14. 15, 18). 

Es ist interessant, uber die strukturelle Ahnlichkeit zwi- 
schen der Basallamina und der Regenerationsmatrix nach- 
zudenken. Typ-I-Collagen (vgl. Abb. 6) ,  das wegen der Quel- 
lung im Losungsmittel fast ganz ungebandert ist. scheint eine 
lhnliche fadenformige Ultrastruktur (Quartarstruktur) in 
Form eines offenen Netzwerkes oder einer Leiter[24* ". 271 zu 
haben. wie sie fur Typ-IV-Collagen in der Basallamina cha- 
rakteristisch ist. Wie Typ-IV-Collagen in der Basallamina. 
aber anders als die Collagene Typ I. I1  und I11 bildet das 
gequollene Typ-I-Collagen - abgesehen von sehr wenigen 
Ausnahmen - keine Fibrillen. Auf der anderen Seite haben 
die Polypeptidketten in gequollenem, nicht gebandertem 
Collagen durchgehend die fur Typ-I-Collagen charakteri- 
stische Tripelhelixstruktur (Tertiirstruktur), wohingegen die 
Polypeptidketten der Basallamina teilweise nicht helical vor- 
l i e g e r ~ ' ~ ~ .  2 5 .  271. Unterschiede existieren naturlich auch in 
der Aminosaurezusarnrnensetzung der Collagene. Es ware 

hochinteressant. Collagen-GAG-Matrices zu synthetisieren. 
die auf Typ-IV-Collagen basieren und die auch Makromole- 
kule enthalten, die in der Basallamina vorkommen. wie 
Heparansulfat und Laminin. Es besteht kein Zweifel. daB 
eine derartige Synthese wichtige Beitrage zum Verstandnis 
der Bedeutung der ECM wiihrend der Entwicklung liefern 
kann. 

Die Regeneration des Ischiasnervs der Ratte wird von 
einer ahnlichen Collagen-GAG-Matrix induziert. Alles deu- 
tet darauf hin, daD das ECM-Analogon, welches die schnelle 
und vollstandige Regeneration des Ischiasnervs induziert, 
schneller abgebaut wird und einen kleineren Porendurch- 
messer hat als das Analogon, das die Hautsynthese indu- 
ziert[*'.*'. 921. Es besteht die Moglichkeit, daD die Morpho- 
genese jedes Gewebetyps oder Organs eine ganz spezifische 
ECM mit spezieller chemischer Zusarnmensetzung und phy- 
sikalisch-chemischer Struktur erfordert. Diese Hypothese 
kann anhand neuer ECM-Analoga gepruft werden. 

Damit ein sich entwickelndes System Gestalt annimmt, 
mu8 nicht nur eine aktiv differenzierende und proliferieren- 
de Zellpopulation vorhanden sein, sondern auch eine abbau- 
bare extrazellulare Matrix, die die Zellen riiumlich ordnet 
und wahrscheinlich die Transkription von genetischer Infor- 
mation induziert. Fur  die Zukunft erwarte ich die Synthese 
von immer ausgeklugelteren, aber wohldefinierten makro- 
molekularen Analoga verschiedener ECMs, mit deren Hilfe 
kritische Fragen der Entwicklung und Heilung beantwortet 
werden kon nen. 
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